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略号表 
 
本論文においては以下の略号を用いた。 
AUC:  Area under the whole blood concentration–time curve 
AUCp.o.: Area under the whole blood concentration–time curve after oral 
 administration 
BCRP: Breast cancer resistant protein 
BSA:  Bovine serum albumin 
CLh:  Hepatic clearance 
CLint:  Intrinsic clearance 
CYP:  Cytochrome P450 
DDI:  Drug-drug interaction 
DMSO: Dimethyl sulfoxide 
E217βG: Estradiol 17β-D-glucuronide 
EDTA: Ethylenediaminetetraacetate 
Fa:  Absorbed fraction 
FBS:  Fetal bovine serum 
Fg:  Fraction escaping intestinal metabolism 
Fh:  Hepatic availability 
fm(CYP3A): Fraction of drug substrate metabolized by CYP3A 
fp:  Free fraction in human plasma 
GMFE: Geometric mean fold error 
HBSS: Hanks’ balanced salts solution 
HPLC: High performance liquid chromatograph 
IC50:  50% Inhibitory concentration 
[I]inlet: Unbound hepatic inlet concentration of inhibitors 
 v 
[I]max: Maximum concentration of inhibitors 
ka:  Absorption rate constant 
kdeg, CYP3A, hep: First-order degradation rate constants of the CYP3A enzyme in 
 the liver 
kdeg, CYP3A, gut: First-order degradation rate constants of the CYP3A enzyme in 
 the intestine 
KI:  Concentration to reach 50% of kinact 
kinact:  Rate of enzyme inactivation 
Km:  Michaelis constant 
kobs:  Elimination rate constant of activity 
LC/MS/MS: Liquid chromatography with tandem mass spectrometry 
MPP:  Methyl-4-phenylpyridinium 
NADPH: Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (reduced form) 
OATP: Organic anion transporting polypeptide 
OCT:  Organic cation transporter 
Papp:  Apparent permeability 
PBS:  Phosphate buffered saline 
P-gp (MDR1): P-glycoprotein 
PS product: The product of the apparent membrane permeability coefficient 
 and the surface area 
Rb:  Ratio of blood to plasma concentration 
Qent:  Enterocytic blood flow 
Qh:  Hepatic blood flow 
TEA:  Tetraethylammonium 
UV:  Ultraviolet 
Vmax:  Maximum metabolic activity  
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タクロリムスは，肝臓，腎臓，小腸及び心臓等の臓器移植後の拒絶反応
の抑制を目的に使用されている薬剤である (Armitage et al., 1991; Peters et 
al., 1993; Todo et al., 1993)。また，重症筋無力症 (Evoli et al.，2002)，アトピ
ー性皮膚炎 (Nakagawa et al., 1994)，リウマチ性関節炎 (McCarey et al., 2004)，
ループス腎炎及び潰瘍性大腸炎 (Package insert of Prograf® Capsules 0.5 mg ∙ 
1 mg) にも適応が追加されている。タクロリムスは，ヒトにおいて，主に
小腸より吸収されると推定されており (Kagayama et al., 1993)，消化管から
の吸収に P-gp が寄与することも明らかにされている (Hashida et al., 2001)。
また，タクロリムスは消化管及び肝臓等に存在する CYP3A4 により，13-O-
demethyltacrolimus (M-I) 等の代謝物に代謝される  (Iwasaki et al., 1993; 
Iwasaki et al., 1995; Shiraga et al., 1999; Dai et al., 2006)。CYP3A4 と類似の基
質特異性を示す CYP3A5 もタクロリムスの代謝に寄与し，その代謝活性は
CYP3A4 とほぼ同等以上であることが明らかにされている (Shiraga et al., 
1999; Kamdem et al., 2005)。タクロリムスの有効血中濃度域は狭く，臓器移
植後の拒絶反応抑制薬として用いられる場合，血中濃度が過度に低下する
と拒絶反応が，過度に上昇すると腎障害等の副作用が引き起こされる (岩
崎, 1999)。臓器移植後は，免疫抑制療法下にあることから，多様な抗ウィ
ルス薬，抗菌薬及び抗真菌薬が，感染症予防を目的として術後初期より併
用投与される。また，臓器移植は高度な侵襲の手術であるため，強度のス
トレスによる消化性潰瘍の予防を目的としてプロトンポンプ阻害薬が併用
投与される (Itagaki et al., 2002)。これらの多様な併用薬のうち，CYP3A4 あ
るいは CYP3A5 の活性を阻害する薬剤は，タクロリムスの血中濃度を上昇
させる可能性がある。従って，併用薬の投与前に，併用薬によるタクロリ
ムスの血中濃度への影響を予測することは重要である。 
本研究では，タクロリムスを服用中の患者におけるタクロリムスの血中
濃度に対する併用薬の影響を，併用薬の投薬前に，高精度かつ簡便に予測
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する方法を確立することを目的とした。第 I 章では，タクロリムスの代謝
に対する併用薬の影響を検討するための in vitro 評価系を構築した。第 II 章
では，この評価系を用いて CYP3A4 あるいは CYP3A5 の活性を阻害する併
用薬によるタクロリムス代謝への影響を検討した。さらに，得られた阻害
定数を用いて，static model からタクロリムスの血中濃度への影響を予測し，
実測値と比較検討した。また，併用薬の中には，肝臓に発現する取り込み
トランスポーターを阻害する薬剤が含まれている。タクロリムスがこれら
のトランスポーターに対して基質性を有する場合，その肝取り込み過程を
介する薬物間相互作用が考えられる。そこで第 III 章では，タクロリムスの
クリアランスにおける “肝取り込み律速” の有無を，肝細胞及びトランス
ポーター発現細胞を用いて検討した。さらに，タクロリムスは P-gp に基質
性を有するため，P-gp によるタクロリムスの輸送に及ぼす併用薬の影響を
検討するための in vitro 評価系を，基質にタクロリムスを用いて構築した。 
 
以下，本研究より得られた結果を論述する。 
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第 I 章 タクロリムスを基質とする in vitro DDI 試験系の
構築 
  
 5 
第 1 節 緒言 
14C 標識したタクロリムスを健常人に静脈内あるいは経口投与後，投与
放射能の 75-93%が糞中に，2%が尿中に排泄されたが，未変化体は排泄物
中にほとんど認められていない (Möller et al., 1999)。従って，タクロリムス 
[Figure I-1(a)] は，生体内で顕著な代謝を受けると考えられている。タクロ
リムスの主代謝物として M-I (13-O-demethyltacrolimus [Figure I-1(b)]) が同
定されている (Shiraga et al., 1994)。M-I は，タクロリムスをヒト肝ミクロ
ソーム中でインキュベートした時の反応液中に主代謝物として検出されて
おり，その生成に CYP3A4 及び CYP3A5 が寄与することが明らかになって
いる (Shiraga et al., 1999; Kamdem et al., 2005)。また，生体部分肝移植患者
において胆汁中代謝物が検討され，M-II (31-O-demethyltacrolimus) が主代
謝物である症例が少数認められたが，大部分の症例では M-I が主代謝物で
あることが報告されている (Shimomura et al., 2008)。従って，併用薬による
M-I 生成に対する影響を検討することで，タクロリムスの代謝に対する併
用薬の影響を検討可能と考えられる。 
これまで Lampen らにより，M-I 生成に対する併用薬の影響を検討した
例が報告されている (Lampen et al., 1995)。この報告では，ヒト肝ミクロソ
ーム中でタクロリムスをインキュベートし，生成した M-I を HPLC-UV 法
にて検出している (検出波長: 205 nm)。しかし，併用薬あるいはその代謝
物が 205 nm に UV 吸収を有する場合は，M-I，併用薬及びその代謝物の UV
ピークが分離することを確認する必要があり，分離が不十分な場合は
HPLC 条件の再構築が必要であった。そこで本章では，HPLC-UV 法よりも
特異性の高い LC/MS/MS 法を用い，M-I 生成に対する併用薬の影響を検討
するための in vitro 評価系を構築した。  
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第 2 節 実験材料及び実験方法 
I-2-1）試薬 
タクロリムス，M-I 及びアスコマイシン (内標準物質) はアステラス製薬
㈱にて合成した。その他の試薬及び溶媒は，HPLC 用あるいは特級の市販
品を用いた。 
 
I-2-2）ヒト肝ミクロソーム 
ヒト肝ミクロソームは，ドナーの肝臓を元に，BD Biosciences 社が製造し
た肝ミクロソームを使用した。CYP発現量の個体差の影響を軽減するため，
50 名の肝ミクロソームを等量プールした肝ミクロソーム (Lot No. 88114) 
を使用した。ミクロソームのドナー情報を Table I-1 に示した。ドナー50 名 
(成人男性：27 名，成人女性：23 名) の内訳は，Caucasian，African American，
Asian 及び Hispanic が，各々43 名，4 名，1 名及び 2 名である。プール肝ミ
クロソームの CYP3A4 及び CYP3A5 の含量は，製造元が Western Blot で測
定し，各々86及び 13 pmol/mg proteinであった。CYP3A5の発現量がCYP3A4
に比して低いが，これは，CYP3A5*3 (CYP3A5 の機能欠損型) を有する割
合が高い Caucasian を主に組み入れたためと考えられた。 
 
I-2-3）代謝物 M-I の生成率 
M-I は，タクロリムスをヒト肝ミクロソーム中でインキュベートした時
の反応液中に主代謝物として検出されている (Shiraga et al., 1999)。M-I 自
身もヒト肝ミクロソーム中で代謝を受けるが，代謝物全体に対する M-I の
割合は，インキュベーション時間が短時間であるほど高い (Shiraga et al., 
1999)。そこで，タクロリムスを，Table I-2 に示すヒト肝ミクロソーム反応
液中でインキュベートし，タクロリムス及び M-I 濃度の経時変化を検討し
た。タクロリムスの代謝量に占める M-I の生成量の割合から，タクロリム
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ス代謝の指標としての M-I の使用可否を検討した。実験手順を以下に示し
た。 
 
＜手順＞ 
Table I-2 の組成に基づき，氷浴上で NADPH 溶液を除く各溶液をガラ
ス遠沈管内で混合して，反応溶液を調製した。反応溶液を 37ºC で 5 
min プレインキュベート後，NADPH 溶液を 50 µL 添加することによ
り反応を開始した (反応時間 0 min の試料は，反応停止後に NADPH
溶液を添加した)。37ºC で所定時間 (0, 1, 2 及び 3 min) インキュベー
ト後，2 mL の t-butylmethyl ether を添加して反応を停止した。さらに，
50 µL の内標準溶液 (50 nM アスコマイシン) 及び 50%メタノールを
添加後，ボルテックスミキサーで撹拌した。遠心分離 (1,870 g，4ºC，
5 min) 後，有機層を回収し，窒素気流下で加熱 (40ºC) 濃縮乾固した。
200 µL の 50%メタノールで再溶解後，ボルテックスミキサーで撹拌し
た。遠心分離 (1,870 g，4ºC，5 min) 後，上清を回収し，I-2-4）に示し
た LC/MS/MS 分析条件にて，タクロリムス及び M-I 濃度を測定した。 
 
I-2-4）LC/MS/MS によるタクロリムス及び M-I 濃度測定 
I-2-iii）で調製した試料を，API4000 質量分析計 (AB SCIEX 社) あるいは
TSQ Quantum Ultra 質量分析計 (Thermo Fischer Scientific 社) を用いて分析
した。LC システムは，LC-10ADVP 及び LC20 シリーズ (島津製作所㈱) を
使用した。カラムには，Inertsil ODS-3 (3 µm, 2.1 mm × 50 mm; GL サイエ
ンス㈱) を使用した。移動相には，(A) 1 mM 酢酸アンモニウム及び (B) 
1 mM 酢酸アンモニウム含有メタノールを用い，以下の直線グラジェント
条件下で分析した：0-2.0 min，75% (B); 2.0-4.5 min，75-100% (B); 4.5-7.5 min，
100% (B); 7.5-8.5 min，100-75% (B); 8.5-11.0 min，75% (B)。流速は 0.25 mL/min，
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カラム温度は 40ºC とした。LC/MS/MS 分析でのイオン化は，エレクトロス
プレーイオン化法を用い，陽イオン検出モードとした。タクロリムス，M-
I 及び内標準物質のモニターイオンは，各々m/z 821.5 → 768.3，m/z 807.7 
→ 772.4 及び m/z 809.4 → 756.7 とした。 
 
I-2-5）タクロリムスをヒト肝ミクロソーム中でインキュベートしたときの
M-I 生成の時間依存性 
In vitro DDI の評価に最適なインキュベーション時間及びミクロソーム濃
度を検討した。I-2-3）と同様に，タクロリムス (0.25 及び 1.25 μM) をヒト
肝ミクロソーム (0.025, 0.05 及び 0.1 mg protein/mL) 反応液中で 37ºC で 0, 
1, 2 及び 3 min インキュベートした。M-I 生成量は，I-2-3 及び I-2-4）の方
法に準じて測定した。 
 
I-2-6）M-I 生成の Km及び Vmax 値の算出 
I-2-3）と同様の反応液にて，タクロリムス (0.05，0.2，0.5，1 及び 2.5 μM) 
を 37ºC でインキュベートした。ミクロソーム濃度及び反応時間は，各々
0.05 mg protein/mL 及び 2 min とした。 
M-I 生成の Km及び Vmax は，M-I 生成速度 (v) 及びタクロリムス濃度 (S) 
を，以下のミカエリス-メンテン式に当てはめて算出した。 
v = Vmax × S/(S + Km) 
Vmax を Kmで除して，肝固有クリアランス (CLint) を算出した。この CLint
は，ミクロソーム蛋白量あたりの代謝固有クリアランスを示している。こ
れを in vivo に対応した値へと外挿するために，肝臓あたりのミクロソーム
蛋白量 [50 mg microsomal protein/g of liver (Carlile et al., 1999)] 及び体重あ
たりの肝臓重量 [20 g of liver/kg of body weight (Carlile et al., 1999)] で補正
し，in vivo の肝固有クリアランスを算出した。 
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人体に投与した薬物は in vitro 系とは異なり，血流に乗って肝臓内へ移行
して代謝を受ける。肝臓内における薬物濃度は一定ではなく，血流等の影
響に伴って濃度勾配を生じており，肝臓における代謝クリアランス [肝ク
リアランス (CLh)] を見積もるためには，薬物濃度の部位差等を考慮し，肝
臓内の薬物挙動を考慮したモデルを用いることが望ましい。肝クリアラン
スを求めるための数学的モデルとして，well-stirred モデル及び parallel-tube
モデルが繁用されている (玉井，2006)。Well-stirred モデルは，肝臓に運ば
れてきた薬物が瞬時に平衡になる数学モデルであり，parallel-tube モデルは
肝臓を 1 つのチューブとみなす数学モデルである。以下に，well-stirred モ
デルの計算式 (1) 及び parallel-tube モデルの計算式 (2) を示した。 
CLh_1 = 
Qh × fp/Rb ∙ CLint 
Qh + fp/Rb ∙ CLint 
 
CLh_2 = Qh × [1 – e (-fp/Rb ∙ CLint/Qh)] 
 
血液中の非結合型薬物のみが肝臓に移行するため，計算に際して，肝血流
量 (Qh)，血漿タンパク非結合率 (fp) 及び血液－血漿中濃度比 (Rb) が必要
である。文献報告値から，Qh は 97 L/h (Kato et al., 2008) /70 kg of body weight
を，タクロリムスの fp には 0.012 あるいは 0.13 (Kato et al., 2008; Amundsen 
et al., 2012) を，タクロリムスの Rb には 35 (Kato et al., 2008) を用い，肝ク
リアランス (CLh_1 及び CLh_2) を算出した。 
  
(1) 
(2) 
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第 3 節 結果 
I-3-1）代謝物 M-I の生成率 
タクロリムス (50 nM) を，0.5 mL のヒト肝ミクロソーム反応液中で 0, 1, 
2 及び 3 min インキュベートしたとき，反応液中のタクロリムス濃度は経
時的に減少し，各々46.5，41.3，36.6 及び 28.5 nM であった (Table I-3)。一
方，M-I 濃度は経時的に増加し，インキュベーション時間 1，2 及び 3 min
における濃度は，各々5.2，8.6 及び 11.6 nM であった。インキュベーション
時間 2 min まではタクロリムスの残存率と M-I の生成率の和はほぼ 100%
であった (Table I-3)。インキュベーション時間 3 min では，M-I の濃度は
11.6 nM であり，タクロリムスの減少量 18 nM (= 46.5 - 28.5) の 64%に過ぎ
なかった。 
 
I-3-2）タクロリムスをヒト肝ミクロソーム中でインキュベートしたときの
M-I 生成の時間依存性 
タクロリムス (0.25 及び 1.25 μM) を，ヒト肝ミクロソーム (0.025, 0.05
及び 0.1 mg protein/mL) 反応液中で 0, 1, 2 及び 3 min インキュベートし，
M-I 生成量を検討した。Figure I-2 に示したように，いずれのタクロリムス
濃度においても，ミクロソーム濃度及びインキュベーション時間に依存し
て M-I が生成したが，インキュベーション時間 3 min においては，単位時
間当たりの M-I 生成量に飽和傾向が認められた。本結果から，M-I 生成の
Km及び Vmax の検討に際し，ミクロソーム濃度を 0.05 mg protein/mL，反応
時間を 2 min に設定した。 
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I-3-3）M-I 生成の Km及び Vmax 値の算出 
タクロリムス  (0.05-2.5 μM) を，ヒト肝ミクロソーム  (0.05 mg 
protein/mL) 反応液中で，37°C で 2 min インキュベートし，M-I 生成速度の
濃度依存性を検討した。Km及び Vmaxは，各々0.928 μM 及び 549 pmol/min/mg 
protein と算出された (Figure I-3)。CLint (Vmax/Km) から，well-stirred 及び
parallel-tube モデルを用いて肝クリアランス (CLh_1 及び CLh_2) を算出した
ところ，各々0.20-2.0 及び 0.20-2.1 mL/min/kg であった。各々の肝クリアラ
ンスに約 10 倍の幅が認められたが，これは，fp 値に低値 [0.012 (Amundsen 
et al., 2012)] 及び高値 [0.13 (Kato et al., 2008)] 双方を用いたためと考えら
れた。 
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第 4 節 考察 
本章では，タクロリムスの代謝に対する併用薬の影響を検討するための
in vitro 評価系を構築した。タクロリムスをヒト肝ミクロソーム中でインキ
ュベートし，タクロリムスの残存量及び M-I の生成量の経時変化を検討し
たところ，インキュベーション時間 2 min までは，タクロリムスの残存率
と M-I の生成率の和はほぼ 100%であった。一方，インキュベーション時
間 3 min では，M-I の生成量はタクロリムスの減少量の 64%であった (Table 
I-3)。この原因は，Shiraga らによって報告されている，M-I の代謝によるも
のと推察された (Shiraga et al., 1999)。また，ヒト肝ミクロソームによる代
謝にて生成する M-I には，異性体が含まれる可能性が示唆されている 
(Shiraga et al., 1999)。異性体の生成比は不明であるが，本分析条件ではピー
クの分裂は観察されないことから，異性体を含めた M-I 全体を分析できて
いると考えられる。インキュベーション時間 2 minまでのM-Iの生成量は，
タクロリムスの減少量とほぼ一致することから，M-I の生成速度はタクロ
リムスの代謝速度の指標となると考えられる。M-I 生成におけるヒト肝ミ
クロソームの濃度依存性及び Km値 (0.928 µM) を考慮し，併用薬の影響を
検討するための in vitro 評価系の条件を以下の通り決定した。 
 インキュベーション時間：2 min 
 ヒト肝ミクロソーム濃度：0.05 mg protein/mL 
 タクロリムス濃度：0.5 µM 
Vmax 値を Km 値で除して算出した肝固有クリアランス (CLint) から，well-
stirred 及び parallel-tube モデルを用いて肝クリアランス (CLh) を算出した
ところ，各々0.20-2.0 及び 0.20-2.1 mL/min/kg と算出され，両モデル間で同
等の値を示した。CLh は，fp/Rb ∙ CLintが 10 mL/min/kg までは両モデル間で
ほぼ同様の値を示す傾向があることが報告されている (玉井, 2006)。本試
験にて算出した fp/Rb ∙ CLintは 10 mL/min/kg 未満であることから，従来の報
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告と矛盾はないと考えられた。タクロリムスを Caucasian に静脈内投与し
たときの Fh 値 0.96 [肝臓以外での代謝を受けないと仮定 (Floren et al., 
1997)] 及び肝血流量値を用いて，肝クリアランス [CLh = (1 - Fh) × Qh] を算
出すると 0.92 mL/min/kg であった。この値は，肝固有クリアランスから算
出したCLh値の範囲内であったことから，M-Iの生成を指標とする本 in vitro
評価系は，併用薬によるタクロリムス代謝への影響を検討するために適し
た評価系であると考えられた。 
本評価系は，主に Caucasian をドナーとするミクロソームを用いて構築
した。Caucasian においては，タクロリムスの代謝に寄与する CYP3A5 の遺
伝子多型 (CYP3A5*3) が，Japanese や African American に比して高い頻度
で認められる (Kuehl et al., 2001; Lamba et al., 2002; Uesugi et al., 2006)。
CYP3A5*3 では機能蛋白が発現しないことから，生体肝移植 (Goto et al., 
2004; Uesugi et al., 2006; Uesugi et al., 2014; Hosohata et al., 2014)，腎移植 
(Hesselink et al., 2003; Thervet et al., 2003; Haufroid et al., 2004; Zhao et al., 2005; 
Moes et al., 2014) 及び心臓移植 (Zheng et al., 2003) において，タクロリム
スの血中濃度は，CYP3A5*3 多型の影響を受けることが報告されている。
M-I は，CYP3A4 及び CYP3A5 双方の代謝によって生成する主代謝物であ
るため (Shiraga et al., 1999; Bader et al., 2000; Kandem et al., 2005) ，M-I を
指標とする本評価系は，CYP3A5*3 の頻度が低い人種における薬物間相互
作用の検討にも適用可能と考えられる。しかし，Dai ら並びに Kamdem ら
は，CYP3A5 による M-I 生成の CLintは，CYP3A4 に比して高いことを示し
ている (Dai et al., 2006; Kamdem et al., 2005)。さらに，薬物によっては，
CYP3A4 及び CYP3A5 に対する代謝阻害能が異なる例も報告されている 
(Patki et al.; 2003; Yamazaki et al., 2010)。以上のことから，本評価系の使用
に際しては，薬物間相互作用を予測する人種と同一の肝ミクロソームを用
いることが望ましいと推察された。  
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第 5 節 まとめ 
タクロリムスの代謝に対する併用薬の影響を検討するため，主代謝物 M-
I をモニターする in vitro 評価系を構築した。主に Caucasian をドナーとす
るミクロソームを用いて算出した CLint (Vmax/Km) から予測した CLh (0.20-
2.1 mL/min/kg) は，Caucasian の臨床試験 (Floren et al., 1997) から算出した
値 (0.92 mL/min/kg) に近い値を示した。以上より，M-I を指標とする本評
価系は，タクロリムスの代謝に及ぼす併用薬の影響を評価する上で有用で
あると考えられた。 
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Figure I-1. Chemical structures of tacrolimus (a) and M-I (b) 
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Figure I-2. M-I production after incubation of tacrolimus with human liver 
microsomes at tacrolimus concentrations of 0.25 μM (a) and 1.25 μM (b) 
Each data point represents the mean ± SD of triplicate determinations. 
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Figure I-3. Kinetic analysis of M-I formation from tacrolimus in human liver 
microsomes (M-I formation versus tacrolimus concentration) 
Each data point represents the mean value of triplicate determinations. 
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Table I-1. Donor information of pooled human liver microsomes 
Race Gender Age Cause of death 
Caucasian Male 34 Intracranial hemorrhage 
Caucasian Male 36 Intracranial hemorrhage 
Caucasian Male 38 Intracranial hemorrhage 
Caucasian Male 40 Subarachnoid hemorrhage 
Caucasian Male 41 Head trauma 
Caucasian Male 41 Subarachnoid hemorrhage 
Caucasian Male 41 Cerebrovascular accident, stroke 
Caucasian Male 44 Anoxia, asphyxiation 
Caucasian Male 44 Head trauma 
Caucasian Male 46 Anoxia 
Caucasian Male 49 Cerebrovascular accident 
Caucasian Male 51 Cerebrovascular accident, stroke 
Caucasian Male 51 Head trauma 
Caucasian Male 53 Anoxia 
Caucasian Male 54 Intracranial bleed 
Caucasian Male 54 Subarachnoid hemorrhage, intracranial 
bleed 
Caucasian Male 56 Intracranial bleed 
Caucasian Male 60 Cerebrovascular accident 
Caucasian Male 62 Cerebrovascular accident, intracranial 
bleed 
Caucasian Male 63 Intracranial bleed, myocardial 
infarction 
Caucasian Male 65 Anoxia 
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   (Continued) 
Race Gender Age Cause of death 
Caucasian Male 65 Cerebrovascular accident 
Caucasian Male 65 Head injury 
Caucasian Female 39 Intracranial hemorrhage 
Caucasian Female 40 Subarachnoid hemorrhage 
Caucasian Female 42 Intracranial bleed 
Caucasian Female 42 Subdural hematoma, cerebrovascular 
accident 
Caucasian Female 44 Closed head injury 
Caucasian Female 45 Closed head injury 
Caucasian Female 48 Aneurysm 
Caucasian Female 51 Cerebrovascular accident, intracranial 
hemorrhage, subarachnoid hemorrhage 
Caucasian Female 52 Intracranial hemorrhage 
Caucasian Female 54 Cerebrovascular accident 
Caucasian Female 54 Motor vehicle accident 
Caucasian Female 56 Intracranial hemorrhage 
Caucasian Female 58 Cerebrovascular accident, intracranial 
bleed 
Caucasian Female 58 Subarachnoid hemorrhage 
Caucasian Female 60 Cerebrovascular accident, intracranial 
hemorrhage 
Caucasian Female 61 Cerebrovascular accident, intracerebral 
haemorrhage 
Caucasian Female 62 Cerebrovascular accident 
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   (Continued) 
Race Gender Age Cause of death 
Caucasian Female 63 Subarachnoid hemorrhage 
Caucasian Female 64 Cerebrovascular accident, intracranial 
hemorrhage 
Caucasian Female 65 Anoxia 
African American Male 26 Head trauma, gunshot wound 
African American Male 41 Cerebrovascular accident 
African American Male 63 Head trauma, blunt injury 
African American Female 63 Cerebrovascular accident, intracerebral 
haemorrhage 
Asian Male 66 Cerebrovascular accident, intracerebral 
haemorrhage 
Hispanic Female 42 Intracranial hemorrhage 
Hispanic Female 52 Cerebrovascular accident 
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Table I-2. Composition of reaction samples 
Solution 
Volume 
(µL) 
Final concentration 
200 mM Phosphate buffer (pH7.4) 250 100 mM 
1 mM EDTA (pH7.4) 50 0.1 mM 
Human liver microsomes 
(1 mg protein/mL) 50 0.1 mg protein/mL 
10 mM NADPH 50 1 mM 
Ultra pure water 95 - 
Tacrolimus (5 µM) 5 50 nM 
Total 500 - 
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Table I-3. Tacrolimus and M-I concentration after incubation of 50 nM of 
tacrolimus with human liver microsomes 
Incubation time (min) Tacrolimus (nM)  M-I (nM) 
0 46.5 (100%)  ND - 
1 41.3 (89%)  5.2 (11%) 
2 36.6 (79%)  8.6 (19%) 
3 28.5 (61%)  11.6 (25%) 
Numbers in parentheses show the % ratio to the unchanged concentration at 0 min. 
Each value represents the mean of duplicate determinations. 
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第 II 章 CYP3A 阻害薬併用時におけるタクロリムスの
血中濃度への影響の予測 
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第 1 節 緒言 
一般に，CYP を介する薬物間相互作用の予測においては，static model 及
び dynamic model が用いられる (EMA 2012; FDA 2012; 厚生労働省 2014)。
Static model を用いる予測方法は，阻害剤の体内における濃度変化を考慮せ
ずに，常に一定の阻害剤濃度を仮定して阻害率を計算する手法である。阻
害定数 (IC50 あるいは Ki値，時間依存性阻害の場合は KI及び kinact 値) を用
いて，簡便に予測することが可能である。阻害剤濃度を想定される最大濃
度で一定と仮定することにより，過小評価を回避することが出来るが，予
測を過大評価する可能性がある。一方，dynamic model を用いた手法は，阻
害剤の濃度推移を考慮してシミュレーションを行う手法であり，定量的に
優れた予測法と考えられるが，多くの薬物動態パラメータが必要であり，
高価な解析ソフトウェアが必要になるという欠点がある。薬物間相互作用
を回避することは非常に重要であり，リスクを多少過大評価してしまうと
しても，static model を用いて薬物間相互作用を予測する意義は大きい。 
前章では，タクロリムスの代謝に対する併用薬の影響を検討するため，
主代謝物 M-I をモニターする in vitro 評価系を構築した。本章では，CYP3A4
あるいは CYP3A5 の活性を阻害し，タクロリムスの血中濃度を上昇させる
ことが報告されている薬剤について，その阻害定数を前章で確立した in 
vitro 評価系を用いて検討した。さらに，static model を用いてタクロリムス
の血中濃度変化を予測し，実測値と比較した。一方，タクロリムスのよう
な CYP3A で代謝される薬物に対する代謝阻害を検討するためには，一般
にミダゾラムあるいはテストステロンのような典型的基質の代謝に対する
阻害定数が用いられる。そこで，基質にタクロリムス及び上記の典型的基
質を用いた場合の阻害定数の差を評価するとともに，それらの阻害定数を
用いてタクロリムスの血中濃度変化を予測したときの予測精度についても
考察した。  
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第 2 節 実験材料及び実験方法 
II-2-1）試薬 
タクロリムス，M-I 及びアスコマイシンは，前章と同様に，アステラス
製薬㈱にて合成したものを使用した。その他の試薬及び溶媒は特級以上の
市販品を用いた。 
 
II-2-2）ヒト肝ミクロソーム 
ヒト肝ミクロソームは，XenoTech 社で製造されたプール肝ミクロソーム 
(総数: 50 名，Lot No. 1210097) を使用した。ミクロソームのドナー情報を
Table II-1 に示した。ドナー50 名 (成人男性：26 名，成人女性：23 名，女
児：1 名) の内訳は，Caucasian，African American 及び Hispanic が，各々43
名，2 名及び 5 名である。プール肝ミクロソームの CYP3A4 及び CYP3A5
の含量は不明であるが，Caucasian の比率が高いことから，前章で使用した
ミクロソームと同様に，CYP3A4 の比率が高いと考えられる。 
 
II-2-3）タクロリムス代謝に対する CYP3A 阻害薬の影響 
テラプレビル，ポサコナゾール，ボリコナゾール及びケトコナゾールと
の併用により，タクロリムスの AUC が各々，70.3 倍 (Garg et al., 2011)，4.6
倍 (Sansone-Parsons et al., 2007)，3 倍 (Saad et al., 2006) 及び 2.9 倍 (Floren 
et al., 1997) 増加することが報告されている。さらに，ジルチアゼム，エリ
スロマイシン，フルコナゾール，イトラコナゾール，クロトリマゾール，
ミベフラジル及びネファゾドンとの併用により，タクロリムスのトラフ濃
度が各々，4 倍 (Hebert et al., 1999)，6 倍 (Padhi et al., 1997)，2.5 倍 (Harihara 
et al., 1999)，5.6 倍 (Nara et al., 2013)，2.5 倍 (Mieles et al., 1991)，10 倍 
(Krähenbühl et al., 1998) 及び >2.2 倍 (Olyaei et al., 1998) 増加することが明
らかになっている。そこで，これらの併用薬による M-I 生成阻害 IC50 値を
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検討した。テラプレビル及びジルチアゼムについては，CYP3A 活性を
mechanism based inhibition と呼ばれる不可逆的な機構により阻害すること
が示されている (Zhou et al., 2004)。このような不可逆的阻害の場合，CYP3A
活性阻害の程度は阻害剤濃度だけでなく，CYP3A と阻害剤との接触時間及
び CYP3A の turnover にも依存するため，阻害剤との接触時間と CYP3A の
残存活性の関係を検討し，阻害パラメータ (KI 及び kinact 値) を算出した。
実験手順を以下に示した。 
 
＜IC50 値の検討＞ 
Table II-2 の組成に基づき，氷浴上で NADPH 溶液を除く各溶液を混合し
て，反応溶液を調製した。反応溶液を 37ºC で 5 min プレインキュベート
後，NADPH 溶液を 50 µL 加え反応を開始した。37ºC で 2 min インキュ
ベート後，2 mL の t-butylmethyl ether を添加して反応を停止した。その
後，I-2-3）及び I-2-4）と同様の手順で前処理後，M-I 濃度を測定した。 
 
IC50 値は，併用薬濃度 [I] 及び併用薬非共存下時に対する M-I の生成活
性比 (E) から，Phoenix WinNonlin (version 6.1; Pharsight 社) を用いて以下
の式に当てはめて算出した。Ebottom (E の最小値)，Etop (E の最大値) 及び n
の初期値は，各々0，1 及び 1 とした。 
E ൌ Eୠ୭୲୲୭୫ ൅	 E୲୭୮ 	 െ	 Eୠ୭୲୲୭୫
1	 ൅	 ൬ ሾIሿICହ଴൰
୬  
＜kinact及び KI値の検討＞ 
Table II-3-1 の組成に基づき，氷浴上で各溶液を混合して，タクロリムス
溶液 (Pre-mix 1) を調製した。時間依存性阻害を示す併用薬 (テラプレ
ビルあるいはジルチアゼム) 及び肝ミクロソームの混合液 (Pre-mix 2) 
は，氷浴上で Table II-3-2 の組成に基づいて調製した。Pre-mix 2 を 37ºC
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で 5 min プレインキュベート後，10 mM NADPH 溶液を 48 µL 添加して
反応を開始した。37ºC で 0, 2.5, 5 及び 7.5 min インキュベート後，Pre-
mix 1 を 20 µL 添加し，37ºC で 2 min インキュベートした。2 mL の t-
butylmethyl ether を添加して反応を停止し，I-2-3）及び I-2-4）と同様の
手順で前処理後，M-I 濃度を測定した。 
 
残存活性は，併用薬非共存下の M-I 生成速度に対する併用薬共存下の M-
I 生成速度の比から算出した。残存活性の自然対数値とインキュベーショ
ン時間との間の傾きから消失係数 (kobs値) を算出した。最大酵素不活性化
速度係数 (kinact 値) 及び KI 値 (kobs 値が kinact 値の 50%のときの濃度) は，
GraphPad Prism Ver. 5.04 を用いて，併用薬濃度 [I] 及び kobs値を以下の式
に当てはめて算出した。 
kobs = kinact × [I]/([I] + KI)  
 
II-2-4）In vitro 阻害結果からの臨床相互作用の予測 
タクロリムスは CYP3A の基質であるため，肝臓だけでなく消化管にお
ける代謝がバイオアベイラビリティに影響している。小腸における代謝の
寄与が無視できないことは，臓器移植領域におけるいくつかの報告から示
唆されている。肝臓移植において，タクロリムスの血中濃度の個人差は，
移植した肝臓の CYP3A5 の遺伝子型よりも患者自身の遺伝子型に影響を受
けることが示されている (Goto et al., 2004; Uesugi et al., 2006)。また，術後
の回復期においては，移植肝臓の CYP3A5 の遺伝子型がタクロリムスの血
中濃度に影響を及ぼすようになる (Goto et al., 2004; Uesugi et al., 2006)。従
って，タクロリムスの AUCp.o.の変化率は，肝固有クリアランスと消化管で
の代謝回避率の変化率の積によって考察可能と考えられる。そこで，Wang
らの方法に従い，併用薬投与時のタクロリムスの AUCp.o.の変化率を以下の
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式により算出した (Wang et al., 2004): 
AUC′୮.୭.
AUC୮.୭. ൌ 	
CL୧୬୲/F୥
CL′୧୬୲/F′୥ ൌ 	
F′୥
F୥ 	 ൈ	
CL୧୬୲
CL′୧୬୲ 
AUC'p.o.及び AUCp.o.: 各々，併用薬共存下及び非共存下における，経口
投与時の血液中未変化体濃度時間曲線下面積 
CL'int及び CLint: 各々，併用薬共存下及び非共存下の肝固有クリアラン
ス 
F'g 及び Fg: 各々，併用薬共存下及び非共存下の小腸での代謝回避率 
 
競合阻害の場合は，Obach らの報告 (Obach et al., 2006) を元に，CLint/CL'int
及び F'g/Fg を以下の式から算出した。 
CL୧୬୲
CL′୧୬୲ 	 ൌ
1
൮ f୫ሺେଢ଼୔ଷ୅ሻ
1 ൅ ൬ሾIሿ௜௡	 ௩௜௩௢K୧ ൰
൲ ൅ ሺ1 െ f୫ሺେଢ଼୔ଷ୅ሻሻ
 
F′୥
F୥ 	 ൌ
1
F୥ ൅ ሺ1 െ F୥ሻ ൈ ൮ 1
1 ൅ ሾIሿ୥୳୲K୧
൲
 
時間依存性阻害の場合は，Wang らの報告 (Wang et al., 2004) を元に，
CLint/CL'int 及び F'g/Fg を以下の式から算出した。 
CL୧୬୲
CL′୧୬୲ 	 ൌ
1
൮ f୫ሺେଢ଼୔ଷ୅ሻ
1 ൅ ൬ k୧୬ୟୡ୲ ൈ ሾIሿ௜௡	 ௩௜௩௢K୍ ൈ kୢୣ୥.େଢ଼୔ଷ୅.୦ୣ୮൰
൲ ൅ ሺ1 െ f୫ሺେଢ଼୔ଷ୅ሻሻ
 
F′୥
F୥ 	 ൌ
1
F୥ ൅ ሺ1 െ F୥ሻ ൈ
ۉ
ۈ
ۇ 1
1 ൅ k୧୬ୟୡ୲ ൈ ሾIሿ୥୳୲kୢୣ୥.େଢ଼୔ଷ୅.୥୳୲ ൈ ൫ሾIሿ୥୳୲ ൅ K୍൯ی
ۋ
ۊ
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fm(CYP3A)は CYP3A で代謝を受ける割合を，kdeg.CYP3A.hep (3.21×10-4 min-1) 及
び kdeg.CYP3A.gut (4.81×10-4 min-1) は，各々，肝臓及び消化管における CYP3A
の分解速度定数を示す (Amundsen et al., 2012)。[I]in vivo は in vivo での併用薬
濃度であり，本研究では，最大血漿中濃度 ([I]max) 及び門脈中非結合濃度 
([I]inlet) の 2 通りで検討した。[I]inletは，Amundsen らの報告 (Amundsen et al., 
2012) を元に，以下の式から算出した値を用いた。 
[I]inlet = fp  ([I]max + Fa  Fg × Dose  ka/Qh) 
ここで，fp，[I]max，Fa，Fg，ka及び Qh は，各々，併用薬の血漿中非結合率，
タクロリムスとの薬物間相互作用が報告された時の最大血漿中濃度，吸収
率 (不明な場合は 1 と仮定した)，小腸での代謝回避率 (不明な場合は 1 と
仮定した)，吸収速度定数 (不明な場合は 0.1 min-1 と仮定した) 及び肝血流
量を示す。併用薬の消化管濃度 ([I]gut) は，小腸での結合率を 0 と仮定し
て，ka (不明な場合は 0.1 min-1 と仮定した) 及び消化管の血流量 (Qent; 
248 mL/min) を用いて，Rostami-Hodjegan らの報告 (Rostami-Hodjegan et al., 
2004) を元に，以下の式から算出した値を用いた。 
[I]gut = Fa  Dose  ka/Qent 
Table II-4 に，これらの併用薬のパラメータの一覧を示した。タクロリムス
の Fa × Fgは，Florenらが実施した臨床試験での報告値 (0.14) を用い (Floren 
et al., 1997)，Faは 1 と仮定した。14C 標識したタクロリムスをヒトに静脈内
投与した時，投与放射能量の 77.76%が尿及び糞中に回収され，未変化体と
して 0.33%が尿及び糞中に回収されたことから (Möller et al., 1999)，回収さ
れなかった 22.24% (= 1 – 0.7776) を非代謝率と仮定し，fm(CYP3A)値は，0.7743 
(= 0.7776 – 0.0033) とした。一方，14C 標識したタクロリムスを経口投与し
たとき，投与放射能量の 94.93%が尿及び糞中に回収され，未変化体が合計
0.14%尿及び糞中に回収されている (Möller et al., 1999)。このことから，非
回収分である 5.07% (= 1 – 0.9493) を非代謝率と仮定して，fm(CYP3A)値は，
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0.9479 (= 0.9493 – 0.0014) とした。さらに，別の文献では，Fa × Fg，Fa及び
fm(CYP3A)値として，各々0.26，0.97 及び 0.8 が提案されている (Kato et al., 
2008, Amundsen et al., 2012)。これらの 3 通りのパラメータの組み合わせ 
(Case 1: Fa = 1，Fg = 0.14 及び fm(CYP3A) = 0.7743; Case 2: Fa = 1，Fg = 0.14 及び
fm(CYP3A) = 0.9479; Case 3: Fa = 0.97，Fg = 0.27 [Fa × Fg = 0.26/Fa = 0.97] 及び
fm(CYP3A) = 0.8) を用いて，タクロリムスの AUCp.o.変化率を算出した。Table 
II-5 にタクロリムスのこれらのパラメータの組み合わせを示した。 
併用薬の阻害定数，併用薬及びタクロリムスのパラメータ (Table II-4, 
Table II-5) を用いて，前述の static model 式から，併用薬投与時のタクロリ
ムスの AUCp.o.変化率を算出し，実測値との乖離を比較した。いくつかの併
用薬については，実測のタクロリムスの AUCp.o.変化率は不明であり，トラ
フ濃度の変化率のみが報告されている。タクロリムスの AUC とトラフ濃
度の間には良好な相関が認められていることから (Mekki et al., 1993; Mita 
et al., 2014)，タクロリムスのトラフ濃度の変化率は AUCp.o.の変化率を反映
すると仮定した。ケトコナゾールにおいては，タクロリムス投与 10 時間後
に投与されていることから，消化管における相互作用は考慮しないものと
した。クロトリマゾール，ミベフラジル及びネファゾドンについては，各々
の血漿中濃度についての報告がなく，生理学的薬物動態 (PBPK) シミュレ
ーションによる血漿中濃度の予測も困難であったことから，AUCp.o.変化率
は算出しなかった。 
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II-2-5）In vitro 阻害結果からの臨床相互作用の予測性の検討 
II-2-4）では，static model を用いて，併用薬を投与した時のタクロリムス
の AUCp.o.変化率を予測した。予測値と実測値の乖離について，以下に示す
geometric mean fold error (GMFE) 値から検討した。 
GMFE ൌ 	 10୫ୣୟ୬൬ฬ୪୭୥
୮୰ୣୢ୧ୡ୲ୣୢ	 ୈୈ୍
୭ୠୱୣ୰୴ୣୢ	 ୈୈ୍ฬ൰  
GMFE 値は，1 に近いほど予測性が良好である。GMFE 値が 2 以内であれ
ば，実測値と予測値の乖離は概ね 2 倍内に収まる (Fong et al., 2014)。 
 
II-2-6）臨床相互作用の予測における基質 (タクロリムス及び典型的基質) 
の検討 
一般に，開発候補薬による CYP3A 代謝阻害は，ミダゾラムあるいはテ
ストステロン等の典型的基質の代謝活性に対する阻害能から評価される。
そこで，基質にタクロリムスを用いた時の IC50 値について，典型的基質 (ミ
ダゾラム及びテストステロン) を用いて算出された IC50 値と比較した。典
型的基質を用いた時の IC50 値は文献報告値を使用し，II-2-4）と同様の static 
model 式から，CYP3A 阻害薬を併用した時のタクロリムスの AUCp.o.変化
率を算出した。予測値と実測値との乖離は，II-2-5）と同様に GMFE 値から
検討した。併用薬のうち，テラプレビル及びジルチアゼムについては，KI
及び kinact値が文献で報告されているが，使用した基質が不明であったため
評価に含めなかった。  
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第 3 節 結果 
II-3-1）タクロリムス代謝に対する CYP3A 阻害薬の影響 
ヒト肝ミクロソーム中でタクロリムスをインキュベートしたときの，M-
I 生成に対する CYP3A 阻害薬の影響を検討した。いずれの薬物も濃度依存
的に M-I 生成を阻害し，その IC50 値を Table II-6 に示した。テラプレビル
及びジルチアゼムについては，時間依存的に M-I 生成を阻害した。各々の
KI値は 0.511 及び 16.8 μM であり，kinact値は 0.113 及び 0.0758 min-1 であっ
た (Table II-6，Figure II-1)。 
 
II-3-2）In vitro 阻害結果からの臨床相互作用の予測 
Table II-5 に示した 3 通りのタクロリムスのパラメータを用いて，CYP3A
阻害薬を併用した時のタクロリムスの AUCp.o.変化率を算出した。Cases 1-3
のパラメータを用いて算出した AUCp.o.変化率について，実測値との関係を，
各々Figure II-2(a, b, c) に示した。[I]in vivo に[I]max あるいは[I]inlet を用いて算
出した AUCp.o.変化率の実測値に対する比は，Case 1 では，各々0.44 から 4.3
倍あるいは 0.44 から 3.4 倍であった [Figure II-2(a)]。Case 2 では，各々0.62
から 8.7 倍あるいは 0.65 から 4.6 倍であった [Figure II-2(b)]。また，Case 3
では，各々0.26から2.7倍あるいは0.26から2.0倍であった [Figure II-2(c)]。
各 Case における AUCp.o.変化率の予測精度を GMFE 値により評価したとこ
ろ，Case 3 において，最も 1 に近い GMFE 値が認められ (Table II-7)，8 つ
の併用薬のうち 7 つが，予測値に対する実測値が 3 倍以内であった。 
 
II-3-3）臨床相互作用の予測における基質 (タクロリムス及び典型的基質) 
の検討 
基質にタクロリムスを用いた時の IC50 値について，典型的基質 (ミダゾ
ラム及びテストステロン) を用いて算出された IC50 値との関係を検討した 
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(Table II-8, Figure II-3)。ミダゾラム及びテストステロンの IC50 値は，文献値
の中間値を用いた。タクロリムスとミダゾラム間の相関係数 (r2) は 0.90 で
あり，タクロリムスとテストステロン間の相関係数は 0.85 であった。検討
した 11 の併用薬のうち，ミダゾラムを用いて算出した IC50 値の 4 つがタ
クロリムスを用いたときの 3 倍以内であった。また，テストステロンを用
いて算出した IC50 値の 7 つがタクロリムスを用いたときの 3 倍以内であっ
た。ケトコナゾール及びポサコナゾールについては，タクロリムスと典型
的基質間の IC50 値に，4 倍以上の乖離が認められた。 
基質にタクロリムス及び典型的基質を用いて算出された IC50 値を用い
て，CYP3A 阻害薬を併用した時のタクロリムスの AUCp.o.変化率を算出し
た (Table II-9)。予測値の実測値に対する乖離を GMFE 値により評価したと
ころ，Table II-10 に示す通り，検討した基質のうち，タクロリムスを用いた
時の GMFE 値が最も 1 に近く，良好な予測精度を示した。また，併用薬の
濃度について，[I]max 及び[I]inletで検討したが，いずれの基質の場合も後者を
用いた時が良好な予測精度を示した。 
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第 4 節 考察 
本章では，CYP3A4 あるいは CYP3A5 の活性を阻害し，タクロリムスの
血中濃度を上昇させることが報告されている薬剤について，M-I 生成に対
する阻害定数 [IC50 値 (時間依存性阻害を示す薬剤の場合は，KI 及び kinact
値)] を，前章で確立した in vitro 評価系を用いて検討した。得られた阻害定
数を用いて，static model からタクロリムスの AUCp.o.変化率を予測し，実測
値と比較した。Static model に用いたタクロリムスのパラメータは，3 通り 
(Case 1-3) の組み合わせのうち，Case 3 (Fa: 0.97, Fg: 0.27 及び fm(CYP3A): 0.8) 
の組み合わせを用いた時，予測値と実測値の乖離が最小であった (Figure 
II-2, Table II-7)。Shiraga らは，ヒト肝ミクロソーム中におけるタクロリムス
の代謝は，CYP3A 阻害剤であるケトコナゾールにより約 80%阻害されるこ
とを示している (Shiraga et al, 1999)。この文献報告を考慮すると，Case 3 に
用いた fm(CYP3A)値の 0.8 は適切な値であり，Case 3 が最も良い予測性が認め
られた理由の一つと推察される。一方，static model は，小腸及び肝臓にお
ける相互作用を組み合わせたモデルであり，肝臓におけるタクロリムスへ
の相互作用を検討する上では，併用薬の肝臓内非結合型濃度を用いて計算
することが望ましい (FDA 2012; EMA 2012)。併用薬の濃度として，最大門
脈内非結合型濃度 ([I]inlet) 及び最大血漿中濃度 ([I]max) の 2 種類を用いた
ところ，[I]inletを用いた時の予測精度が，[I]max を用いた時よりも良好であっ
た (Table II-10)。これは，[I]inlet が，[I]max よりも肝臓中非結合型濃度をより
正確に反映したためと推察された。 
一般に，タクロリムスのような CYP3A4 あるいは CYP3A5 基質に対する
代謝阻害を検討するためには，ミダゾラムあるいはテストステロン等の典
型的基質の代謝に対する阻害定数が用いられる。そこで，基質にタクロリ
ムス及び上記典型的基質を用いた場合の IC50 値を比較したところ，タクロ
リムスと上記典型的基質の間に強い相関 (r2 ≥ 0.85) が認められた (Figure 
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II-3)。しかし，ケトコナゾール及びポサコナゾールについては，タクロリ
ムスと上記典型的基質の IC50 値に，4 倍以上の乖離が認められた。ケトコ
ナゾールは，CYP3A5 に対する阻害能が CYP3A4 よりも弱いことから 
(Patki et al., 2003)，CYP3A4 及び CYP3A5 に対する阻害能の差が原因の一
つと推察された。 
基質にタクロリムス及び典型的基質を用いた場合の阻害定数を用いて，
CYP3A 阻害薬を併用した時のタクロリムスの AUCp.o.変化率を比較した。
タクロリムスを基質に用いた場合の GMFE 値は 1.45-1.71 であり，典型的
基質の GMFE 値 [1.74-2.13 (ミダゾラム) 及び 1.88-2.03 (テストステロン)] 
よりも 1 に近い値を示したことから，タクロリムスを基質に用いた場合が
最も良好な予測精度を示した。しかし，典型的基質を用いた場合において
も，[I]inlet を用いた場合の予測精度が比較的良好 (GMFE 値が 2 未満) であ
ったことから，簡易な DDI 予測には典型的基質を使用可能であると推察さ
れた。 
本試験結果から，併用薬の典型的基質に対する阻害定数及び[I]inlet を用い
て，static model から，タクロリムスの AUCp.o.への影響を比較的精度良く予
測できることが明らかになった。併用薬の阻害定数及び[I]inlet算出に必要な
パラメータ (蛋白結合率及び薬動力学定数) は，文献等から入手可能であ
り，計算において特別なソフトウェアは不要である。このため，医療現場
において，CYP3A 阻害能を有する薬剤を併用した時の，タクロリムスの
AUCp.o.への影響を事前に見積もるために役立つことが期待できる。 
本研究では，主に Caucasian をドナーとするプール肝ミクロソームを使
用したため，CYP3A4 に比して CYP3A5 の寄与が少ない系で DDI 予測を行
った。近年，タクロリムスの代謝に関与する CYP3A5 の遺伝子多型 
(CYP3A5*1/*1，*1/*3 及び*3/*3) 間で，イトラコナゾールによるタクロリ
ムスの血中濃度に対する影響が異なる症例が報告され (Nara et al., 2013)，
 36 
DDI を予測する上でも CYP3A5 の遺伝子多型が注目されつつある。相互作
用を予測する被験者の CYP3A5 の遺伝子多型と適合する肝ミクロソームの
使用により予測性が向上する可能性があり，今後の課題と考えられる。 
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第 5 節 まとめ 
CYP3A4 あるいは CYP3A5 の活性を阻害し，タクロリムスの血中濃度を
上昇させることが報告されている薬剤について，M-I 生成に対する阻害定
数を，前章で確立した in vitro 評価系を用いて検討した。各薬剤の阻害定数
及び関連パラメータ (蛋白結合率及び薬動力学定数) を用いて，タクロリ
ムスの AUCp.o.への影響を static model から予測した。Static model に用いた
タクロリムスのパラメータは，Fa: 0.97，Fg: 0.27 及び fm(CYP3A): 0.8 の組み合
わせが最も良好な予測精度を示した。 
M-I は入手が困難であるため，CYP3A で代謝を受ける典型的基質 (ミダ
ゾラム及びテストステロン) について，代替基質としての使用可能性を検
討した。タクロリムスと上記典型的基質を用いた時の IC50 値を比較した結
果，両者に強い相関 (r2 ≥ 0.85) が認められ，典型的基質がタクロリムスの
代替基質として使用できる可能性が示唆された。さらに，基質にタクロリ
ムス及び典型的基質を用いた場合の IC50 値を用いて，CYP3A 阻害薬を併用
した時のタクロリムスの AUCp.o.変化率を比較した。タクロリムスを基質に
用いた場合が最も良好な予測精度を示したが，典型的基質を用いた場合に
おいても，[I]inletを用いた場合の予測精度は比較的良好であり，簡易な DDI
予測には典型的基質を使用可能であると推察された。 
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Figure II-1. Concentration-dependent inactivation for degradation rate (kobs) 
of M-I formation activity in human liver microsomes by telaprevir (a) and 
diltiazem (b) 
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Figure II-3. Relationship of IC50 values between tacrolimus and typical CYP3A 
substrates (midazolam and testosterone) 
The solid line in graph represents the line of unity, and the dotted lines on either 
side of the line of unity represent the 3-fold boundary. 
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Table II-1. Donor information of pooled human liver microsomes 
Race Gender Age Cause of death 
Caucasian Male 26 Cerebrovascular accident 
Caucasian Male 29 Head trauma 
Caucasian Male 32 Head trauma 
Caucasian Male 42 Cerebrovascular accident 
Caucasian Male 44 Cerebrovascular accident 
Caucasian Male 46 Cerebrovascular accident 
Caucasian Male 47 Head trauma 
Caucasian Male 48 Anoxia 
Caucasian Male 49 Head trauma 
Caucasian Male 56 Anoxia 
Caucasian Male 57 Cerebrovascular accident 
Caucasian Male 58 Cerebrovascular accident 
Caucasian Male 59 Cerebrovascular accident 
Caucasian Male 60 Anoxia 
Caucasian Male 60 Cerebrovascular accident 
Caucasian Male 60 Cerebrovascular accident 
Caucasian Male 62 Cerebrovascular accident 
Caucasian Male 65 Anoxia 
Caucasian Male 66 Cerebrovascular accident 
Caucasian Male 69 Cerebrovascular accident 
Caucasian Male 74 Cerebrovascular accident 
Caucasian Female 19 Head trauma 
Caucasian 
Caucasian 
Female 25 Anoxia 
Female 37 Cerebrovascular accident 
 42 
   (Continued) 
Race Gender Age Cause of death 
Caucasian Female 40 Anoxia 
Caucasian Female 47 Cerebrovascular accident 
Caucasian Female 49 Cerebrovascular accident 
Caucasian Female 49 Cerebrovascular accident 
Caucasian Female 51 Cerebrovascular accident 
Caucasian Female 54 Anoxia 
Caucasian Female 55 Cerebrovascular accident 
Caucasian Female 58 Anoxia 
Caucasian Female 58 Anoxia 
Caucasian Female 58 Cerebrovascular accident 
Caucasian Female 58 Cerebrovascular accident 
Caucasian Female 58 Cerebrovascular accident 
Caucasian Female 60 Cerebrovascular accident 
Caucasian Female 61 Anoxia 
Caucasian Female 61 Cerebrovascular accident 
Caucasian Female 63 Head trauma 
Caucasian Female 64 Anoxia 
Caucasian Female 74 Cerebrovascular accident 
Caucasian Female 76 Cerebrovascular accident 
African American Male 43 Anoxia 
African American Female 4 Cerebrovascular accident 
Hispanic Male 40 Head trauma 
Hispanic Male 44 Anoxia 
Hispanic Male 50 Anoxia 
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   (Continued) 
Race Gender Age Cause of death 
Hispanic Male 61 Cerebrovascular accident 
Hispanic Female 63 Cerebrovascular accident 
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Table II-2. Composition of reaction samples 
Solution Volume (µL) Final concentration 
200 mM Phosphate buffer (pH 7.4) 250 100 mM 
1 mM EDTA (pH 7.4) 50 0.1 mM 
Human liver microsomes 
(0.5 mg protein/mL) 50 0.05 mg protein/mL 
10 mM NADPH 50 1 mM 
Ultra pure water 90 - 
Perpetrator 5 -* 
Tacrolimus (50 µM) 5 0.5 µM 
Total 500 - 
*: Considering the inhibitory effect of each perpetrator, concentration ranges were 
changed. 
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Table II-3-1. Composition of sample solution (Pre-mix 1) 
Solution Volume (µL) Final concentration 
200 mM Phosphate buffer (pH 7.4) 1800 100 mM 
1 mM EDTA (pH 7.4) 360 0.1 mM 
50 µM Tacrolimus 900 12.5 µM 
Ultra pure water 180 - 
10 mM NADPH 360 1 mM 
Total 3600 - 
 
Table II-3-2. Composition of sample solution (Pre-mix 2) 
Solution Volume (µL) 
Final concentration at 
reaction 
200 mM Phosphate buffer (pH 7.4) 240 100 mM 
1 mM EDTA (pH 7.4) 48 0.1 mM 
Perpetrator 4.8 -* 
Human liver microsomes 
(0.5 mg protein/mL) 50 0.05 mg protein/mL 
Ultra pure water 89.2 - 
Total 432 - 
*: 0-3 µM (telaprevir), 0-300 µM (diltiazem) 
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Table II-5. Tacrolimus parameters used for prediction of in vivo effect of 
perpetrators on pharmacokinetics of tacrolimus 
Parameters of 
tacrolimus 
Case 1 Case 2 Case 3 
Fa × Fg 0.14* 0.14* 0.26# 
Fa 1** 1** 0.97## 
fm(CYP3A) 0.7743*** 0.9479*** 0.8# 
*: Floren et al., 1997 
**: Assumption  
***: Calculated from publication data (Möller et al., 1999) as shown in Section II-
2-4). 
#: Kato et al., 2008 
##: Amundsen et al., 2012 
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Table II-6. IC50/KI/kinact values determined using tacrolimus as substrate 
Inhibitors IC50 (μM) KI (μM) kinact (min-1) 
Telaprevir 1.2 0.511 0.113 
Diltiazem 49.0 16.8 0.0758 
Erythromycin 113 - - 
Posaconazole 0.455 - - 
Voriconazole 10.1 - - 
Fluconazole 50.8 - - 
Itraconazole 0.0889 - - 
Ketoconazole 0.0537 - - 
-: Not determined. 
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Table II-7. Comparison of model predictability 
Case 
GMFE 
[I]max [I]inlet 
1 2.14 1.72 
2 2.53 1.79 
3 1.87 1.70 
GMFE values were determined from a total of eight (telaprevir, diltiazem, 
posaconazole, voriconazole, erythromycin, fluconazole, itraconazole, and 
ketoconazole) inhibitors. 
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Table II-8. Comparison of IC50 values between tacrolimus and typical CYP3A 
substrates (midazolam and testosterone) 
Inhibitors IC50 (µM) 
 Tacrolimus Midazolam Testosterone 
Telaprevir 1.2 3.3[1] 18.9[1] 
Posaconazole 0.455 0.09[2] 0.04[2] 
Voriconazole 10.1 2.97[3]* 21.3[3]* 
Clotrimazole 0.00327 
0.003** 
(0.0026[4], 0.003[5], 
0.041[6]) 
0.007[5] 
Diltiazem 49.0 83
** 
(54[7], 83[8], >150[9]) 
60** 
(55[7], 60[8], 78[9]) 
Erythromycin 113 28
** 
(18[7, 8], 28[6], >50[5]) 
220** 
(>50[5], 220[8], >600[7]) 
Fluconazole 50.8 6.8
** 
(1.2[10]*, 6.8[8], 19[6]) 
17** 
(7.17[10], 17[8], 
140.5[3]*) 
Itraconazole 0.0889 
0.15** 
(0.045[8], 0.15[5], 
0.28[3]*) 
0.125** 
(0.01[8], 0.125[5], 
0.15[3]*) 
Ketoconazole 0.0537 
0.011** 
(0.004[10]*, 0.006[5], 
0.011[8], 0.12[9], 
0.14[6]) 
0.015** 
(0.01[10]*, 0.012[8], 
0.015[5], 0.07[10], 
0.08[9]) 
Mibefradil 1.16 0.3
** 
(0.19[8], 0.4[5]) 
0.4** 
(0.33[8], 0.4[9], 2[5]) 
Nefazodone 2.78 0.9[8] 1.4[8] 
*: Ki values. 
**: Median values. Numbers in parentheses show the IC50 values of publications. 
[1] Kiang et al., 2013, [2] Buckner et al., 2012, [3] Zhang et al., 2012, [4] Unger et 
al., 2004, [5] Racha et al., 2003, [6] Di et al., 2007, [7] Obach et al., 2007, [8] 
Obach et al., 2006, [9] Ma et al., 2000, [10] Turpeinen et al., 2005
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Table II-10. Comparison of the predictability of tacrolimus AUCp.o. based on 
the IC50 values determined from tacrolimus or typical CYP3A substrates 
(midazolam and testosterone) 
Used substrates for determination of IC50 values 
GMFE 
[I]max [I]inlet 
Tacrolimus 1.71 (1.87*) 1.45 (1.70*) 
Midazolam 2.13 1.74 
Testosterone 2.03 1.88 
GMFE values were determined from a total of six (posaconazole, voriconazole, 
erythromycin, fluconazole, itraconazole, and ketoconazole) inhibitors. 
*: GMFE values were determined from the six inhibitors shown above and two 
time-dependent inhibitors (telaprevir and diltiazem). 
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第 III 章 タクロリムスの PK に対するトランスポーター
の寄与の検討 
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第 1 節 緒言 
主として肝代謝により消失する薬剤においても，トランスポーターによ
る肝取り込みが血中からの消失クリアランスの律速過程となることがある。
このような，”肝取り込み律速” 現象を示す薬物の場合，しばしばその肝取
り込み過程を介する薬物間相互作用が問題になる  (Shitara et al., 2003; 
Shitara et al., 2004)。例えば，スタチンの多くは，有機アニオントランスポ
ーターである OATPs により肝臓に取り込まれ，この過程に薬物間相互作用
や遺伝子多型による個人間変動が関わることがあるため，多数の報告がな
されている (Watanabe et al., 2009; Watanabe et al., 2010)。従って，タクロリ
ムスのクリアランスにおける ”肝取り込み律速” の有無を検討することは，
肝取り込みトランスポーターを阻害する薬物による，タクロリムスの血中
濃度への影響を考察する上で重要である。 
最近，米国 FDA 及び厚生労働省が薬物間相互作用に関するドラフトガ
イダンスを発行し，ヒト肝臓においては，特に OATP1B1 と OATP1B3 が有
機アニオン化合物の肝取り込みに重要な役割を果たすことが記された 
(US FDA 2012; 厚生労働省 2014)。また，欧州医薬品庁の薬物間相互作用に
関するガイドライン (EMA 2012) においては，主に OCT1 が有機カチオン
系化合物の肝取り込みに重要であると記された。OCT1 は，ヒト肝細胞の
類洞膜において最も強く発現され，有機カチオン系化合物の血管からの肝
取り込みに寄与している (Faber et al., 2003; Nies et al., 2009; Chen et al., 2010)。 
タクロリムスは OATP1B1 を阻害するため，OATP1B1 に対する親和性が
示唆されている (Shitara et al., 2012)。OATP1B1 の遺伝子多型によるタクロ
リムスの薬物動態の影響について検討され，2 種類の遺伝子多型 (388A>G
及び 521T>C) がタクロリムスのトラフ濃度に影響を及ぼすことが報告さ
れている (Elens et al., 2007)。さらに，OATP1B3 の遺伝子多型 (T334G 及び
G699A) についても，腎移植患者におけるタクロリムスのトラフ濃度に遺
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伝子多型間で有意差が認められている (Boivin et al., 2013)。これらの報告
から，タクロリムスは，OATP1B1 及び OATP1B3 に対して基質性を示す可
能性がある。一方，OCT1 に対するタクロリムスの基質性については，これ
まで関連の報告は認められない。そこで本章では，タクロリムスの肝取り
込みにおけるトランスポーターの寄与を，ヒト肝細胞及びトランスポータ
ー (OATP1B1，OATP1B3 及び OCT1) 発現細胞を用いて検討した。 
また，多くの臓器移植領域での試験報告から，タクロリムスは P-gp の基
質であることが明らかとなっている (Fukudo et al., 2006; Fukudo et al., 2008)。
P-gp を介した薬物間相互作用の可能性の評価については，これまでに規制
当局や専門家より，種々の方法が提唱されている。The International 
Transporter Consortium (ITC) の白書が 2010 年に発行され，開発化合物の
IC50 と最高血漿中濃度との比較において，「0.1 より大であるか」，あるいは
IC50 と消化管内濃度との比較において「10 より大であるか」を基準に P-gp
を介した薬物相互作用の可能性を評価し，可能性を否定できないと判断し
た場合には阻害薬との薬物相互作用を臨床で評価することが推奨されてい
る (The International Transporter Consortium, 2010)。最高血漿中濃度を基準と
した比較は，肝臓，腎臓及び脳での相互作用を，また消化管内濃度を基準
とした比較は，消化管での相互作用を意図したものである。消化管内にお
ける阻害薬の濃度を正確に測定することは困難であるため，白書では，消
化管内濃度として，投与阻害薬量をコップ一杯の水の量 (250 mL) で除し
た値を使用することを推奨している。一方，化合物投与量を IC50 で除した
値を Drug Interaction Number (DIN) と定義し，DIN を基準として P-gp に対
する相互作用を評価する方法も提唱されている (Tachibana et al., 2009)。い
ずれの相互作用予測法においても，in vitro 試験から IC50 を算出することが
必要である。 
一般に，P-gp による薬物の輸送に対する阻害能を in vitro で評価するた
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めには，P-gp を過剰発現した細胞株を用いて，ジゴキシン等の P-gp 基質の
経細胞輸送に対する阻害試験が行われる (US FDA, 2012; EMA, 2012; 厚生
労働省 2014)。しかし，P-gp には複数の結合部位が存在する (Dey et al., 
1997; Shapiro et al., 1999; Martin et al., 2000)。例として，Taub らは，パクリ
タキセルの P-gp 結合部位は，P-gp の典型的基質であるジゴキシン及びビ
ンブラスチンの結合部位と異なることを示している (Taub et al., 2005)。タ
クロリムスの P-gp 結合部位は現時点で不明であるため，薬剤によるタクロ
リムスの P-gp 輸送に対する阻害能を評価するためには，上記典型的基質に
比してタクロリムスを基質に使用することが望ましい。そこで，タクロリ
ムスの P-gp 輸送に対する併用薬の影響を検討するための in vitro 評価系を，
P-gp 発現細胞として LLC-PK1-MDR1 細胞を，基質にタクロリムスを用い
て構築した。  
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第 2 節 実験材料及び実験方法 
III-2-1）試薬 
タクロリムスの 14C 標識体 ([14C]tacrolimus) は，アステラス製薬㈱で合
成されたものを用いた。14C 標識位置を Figure III-1 に示した。P-gp の典型
的基質であるジゴキシンの 3H 標識体 ([3H]digoxin)，傍細胞輸送のマーカー
であるマンニトールの 3H 標識体 ([3H]mannitol)，高細胞透過性マーカーで
あるカフェインの 14C 標識体 ([14C]caffeine)，OATP1B1 及び OATP1B3 の典
型的基質である[3H]estradiol 17-β-glucuronide ([3H]E217βG) 及び[3H]estrone 
sulfate ([3H]E3S) は，パーキンエルマー社から購入した。OCT1 の典型的基
質 で あ る [3H]methyl-4-phenylpyridinium ([3H]MPP) 及 び
[14C]tetraethylammonium ([14C]TEA) は，American Radiolabeled Chemicals 社
から購入した。他の試薬及び溶媒は特級以上の市販品を用いた。 
 
III-2-2）肝細胞及び肝取り込みトランスポーター発現細胞 
凍結ヒト肝細胞 (Male Caucasian, Lot No. HC1-15, HC5-25 and HC3-18) は，
XenoTech 社から購入したものを使用した。肝取り込みトランスポーター 
(OATP1B1，OATP1B3 及び OCT1) 発現細胞は，HEK293 細胞に各トランス
ポーターの cDNA を含むベクターを積水メディカル社で導入したものを用
いた。コントロールの HEK293 細胞は，空のベクターを導入したものを使
用した。 
 
III-2-3）ヒト肝細胞におけるタクロリムスの取り込みの濃度依存性 
ヒト凍結肝細胞を 37ºC で融解し，Isolation kit (K2000, XenoTech) を用い
て肝細胞を分離した。生細胞数を測定した後，10%FBS を含む培地 (Lanford 
Modified Medium) を用いて 0.6 × 106 viable cells/mL に希釈した。24 well プ
レート [BioCoatTM 24 well plate (Corning)] に，0.3 × 106 viable cells/well ずつ
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分注し，CO2 インキュベーター中で 37ºC で 5 時間インキュベートした。培
地を除去した後，1 mL の HBSS で洗浄し，0.3 mL の HBSS を添加して 37ºC
で 15 分インキュベートした。次いで，[14C]tacrolimus を含む HBSS に置換
し，37ºC で 0.25 分インキュベートした。インキュベーション時間は，0.25
及び 0.75 分における取り込み量を事前に検討し，0.75 分では単位時間あた
りの取り込み量に飽和傾向が認められたため， 0.25 分とした。
[14C]Tacrolimus の培地中濃度は，HBSS におけるタクロリムスの溶解度を考
慮して，1，2.5，5，10，15 及び 20 µM とした。 
タクロリムスの肝細胞への取り込みを検討するためには，細胞表面に対
する非特異的吸着の低減が重要である。そこで，[14C]tacrolimus を含む培地
でインキュベート後，0.2%BSA を含む氷冷した PBS 1 mL で 1 回洗浄し，
次いで 4%BSA を含む 37ºC の PBS 1 mL で 2 回洗浄した。最後に，氷冷し
た PBS 1 mL で 1 回洗浄後，PBS 0.2 mL を添加して細胞をセルスクレーパ
ーで回収し，再度プレートに PBS 0.2 mL を添加して細胞残渣を回収した。
これに，0.1 mL の 1 M NaOH を添加して細胞を溶解した。細胞溶解液に
10 mL の液体シンチレーターを添加し，液体シンチレーションカウンター 
(LSC) で放射能濃度を測定した。残余の細胞溶解液は，蛋白濃度測定に供
した。 
取り込み速度 [uptake rate (nmol/min/mg protein)] は，以下の式に従って算
出した。 
Uptake rate (nmol/min/mg protein) =  
Uptake (nmol/well) 
Protein amount (mg protein/well) × Incubation time (min) 
 
タクロリムスの肝取り込み速度の濃度依存性は，吸着率を補正した培地
中タクロリムス濃度に対する取り込み速度の関係から検討した。 
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肝細胞における OATPs (OATP1B1 及び OATP1B3) 及び OCT1 の輸送能
は，各々のトランスポーターの典型的基質である，[3H]E3S (0.2 µM) 及び
[3H]MPP (2 µM) を用いて，タクロリムスと同様の方法で検討した。検討に
際し，トランスポーターの能動的輸送能を確認するため，4ºC (on ice) 及び
37ºC で肝取り込みを評価した。また，典型的基質は細胞表面への非特異的
吸着が少ないため，4%BSA を含む 37ºC の PBS による洗浄操作は省略し
た。 
 
III-2-4）タクロリムスの肝取り込みに対するリファンピシン及びテラプレ
ビルの影響 
リファンピシンは，OATP1B1 及び OATP1B3 の阻害剤であり (Leonhardt 
et al., 2010)，テラプレビルはこれらのトランスポーターに加えて OCT1 に
対する阻害作用を有する (Kunze et al., 2012)。タクロリムスの肝取り込みに
おける，OATP1B1，OATP1B3 及び OCT1 の寄与を検討することを目的とし
て，タクロリムスの肝取り込みに対する上記阻害剤の影響を検討した。 
肝細胞 (0.3 × 106 viable cells/well) を，阻害剤共存下あるいは非共存下で，
0.3 mL の HBSS 中で 15 分プレインキュベートした (温度設定: 37°C)。リフ
ァンピシンの濃度は，過去の報告から十分な阻害作用が期待できる 100 µM
に設定した (Hirano et al, 2006; Leonhardt et al., 2010)。テラプレビルは，
OATP1B1, OATP1B3 及び OCT1 輸送に対する阻害 IC50 が，各々2.2, 6.8 及び
20.7 µM であることが報告されている (Kunze et al., 2012)。本試験では，
HBSS におけるテラプレビルの溶解度を考慮し，OCT1 に対する IC50 と同
程度の 20 µM にて試験を実施した。プレインキュベーション後，培地を除
去し，0.3 mL の[14C]tacrolimus (1 μM) 含有 HBSS (阻害剤含有あるいは非含
有) 中で 0.25 分インキュベートした (温度設定: 37°C)。培地を除去後，細
胞内放射能濃度及び蛋白濃度を III-2-3）と同様に測定した。取り込み速度
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は，取り込み量 [uptake volume (μL/mg protein)] を取り込み時間で除して算
出した。肝細胞の OATPs 及び OCT1 の輸送能は，各々E3S 及び MPP の取
り込み速度から確認した。 
 
III-2-5）トランスポーター発現細胞の培養 
全ての細胞は CO2 インキュベーター中で 37°C で 3-4 日インキュベート
したものを使用した。培地には，FBS，antibiotic-antimycotic 及び 2 mM L-グ
ルタミンを含む Dulbecco’s Modified Eagle 培地 (DMEM) を用いた。取り
込み試験時は，OATP1B1，OATP1B3 及び OCT1 発現細胞及びコントロール
細胞を，collagen I coated 24-well プレート (Corning, Tewksbury, MA, USA) 
に約 3 × 105 cells/well 分注し，CO2 インキュベーター中で 37°C で 1-2 日イ
ンキュベートしたものを用いた。OATP1B1 及び OATP1B3 発現細胞及びそ
のコントロール細胞には，10 mM 酪酸を培地に添加した。 
 
III-2-6）OATP1B1，OATP1B3 及び OCT1 発現細胞におけるタクロリムスの
取り込み 
OATP1B1, OATP1B3 及び OCT1 に対するタクロリムスの基質性を評価す
ることを目的とし，トランスポーター発現細胞及びコントロール細胞にお
ける[14C]tacrolimus の取り込み量を検討した。 
タクロリムス濃度は，臨床での血液中濃度 [78 ng/mL (0.1 µM) (Package 
insert of Prograf® Injection 2 mg ∙ 5 mg)] 及び定量感度を考慮して 1 µM に設
定した。300 μL の HBSS を，細胞を播種したプレートに添加し，37°C で 15
分プレインキュベートした。次いで，[14C]tacrolimus を含む HBSS に置換
し，37°C で 2 及び 10 分インキュベートした。培地を除去後，氷冷した
0.2%BSA を含む PBS (1 mL) で細胞を洗浄し，最後に等量の PBS で洗浄し
た。0.5 mL の 0.1 M NaOH で細胞を溶解し，肝細胞と同様に細胞内放射能
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濃度及び蛋白濃度を測定した。取り込み量 (uptake volume) は，以下の式に
従って算出した。 
 
Uptake volume (μL/mg protein) = 
Uptake (dpm/well) 
Protein amount (mg protein/well) × Medium concentration (dpm/μL) 
 
OATPs 及び OCT1 発現細胞におけるトランスポーターの機能は，各々の
典型的基質である[3H]E217βG (50 nM) 及び[14C]TEA (5 µM) の輸送活性か
ら確認した。実験は，タクロリムスを用いた取り込み試験と同様の方法に
て実施した。 
 
III-2-7）P-gp 発現細胞 
P-gp 発現細胞 (LLC-PK1-MDR1) は，LLC-PK1 細胞に P-gp (MDR1) の
cDNA を含むベクターを導入したものを，BD Bioscience 社からライセンス
を受けて使用した。コントロールの LLC-PK1 細胞は，空のベクターを導入
したものを使用した。発現細胞における輸送活性は，典型的基質の輸送活
性値から確認した。 
 
III-2-8）P-gp 発現細胞の培養 
P-gp 発現細胞及びコントロール細胞は，4×104 cells/insert になるように
transwell plate (Culture Insert: PET porous filter, pore size: 3 μm, area: 0.3 cm2 and 
Cell Culture Insert Companion Plate: BD FALCON) に播種した。CO2 インキュ
ベーター中で 37°C で 8-9 日インキュベートし，cell monolayer を形成させ
た。培地には，9%ウシ胎仔血清 (FBS) 及び 50 μg/mL ゲンタマイシンを含
む Medium 199 (Sigma-Aldrich 社) を用いた。試験開始前には，insert 上での
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cell monolayer 形成確認の指標として，膜電位抵抗値を測定した。本試験で
は，膜電位抵抗値が 480-561 Ωcm2 の cell monolayer を使用した。 
 
III-2-9）P-gp 発現細胞におけるタクロリムスの経細胞輸送 
P-gp を介するタクロリムスの輸送を，P-gp 発現細胞及びコントロール細
胞を用いた経細胞輸送から評価した。Figure III-2 に P-gp 発現細胞及びコン
トロール細胞における薬物輸送の模式図を示した。 
Apical から basal 方向及びその逆方向の見かけの透過係数 (Papp) は，以
下の式で示すことができる (Adachi et al., 2001)。 
 
Apical-to-basal Papp in control cells 
and P-gp-expressing cells 
= 
PSA,inf × PSB,eff 
PSA,eff + PSB,eff 
 
Basal-to-apical Papp in control cells = 
PSB,inf × PSA,eff 
PSA,eff + PSB,eff 
 
Basal-to-apical Papp in P-gp-expressing cells = 
PSB,inf × (PSA,eff + PSP-gp) 
PSA,eff + PSB,eff 
 
ここで，PSA,inf 及び PSA,eff は，各々，apical での流入方向及び排出方向の PS 
product (膜透過係数と表面積の積) を示す。PSB,inf 及び PSB,eff は，各々，basal
での流入方向及び排出方向における，PS product を示す。PSp-gp は，P-gp に
よる排出の PS product を示す。これらの式から，P-gp 発現細胞及びコント
ロール細胞における Papp ratio (apical から basal 方向の Papp に対する，basal
から apical 方向の Papp) を算出すると，各々，以下の式が与えられる。 
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Papp ratio in P-gp-expressing cells = 
PSB,inf × (PSA,eff + PSP-gp) 
PSA,inf × PSB,eff 
 
Papp ratio in control cells = 
PSB,inf × PSA,eff 
PSA,inf × PSB,eff 
 
さらに，コントロール細胞に対する P-gp 発現細胞の Papp ratio の比から
corrected Papp ratio を算出すると，以下の式が与えられる。従って，P-gp に
よる PS product の増加に伴い，corrected Papp ratio が増加すると判断できる。 
 
Corrected Papp ratio = 
PSB,inf × (PSA,eff + PSP-gp) / (PSA,inf × PSB,eff) 
PSB,inf × PSA,eff / (PSA,inf × PSB,eff) 
 = 1 + PSP-gp / PSA,eff 
 
Cell monolayer 生成を確認するため，マンニトール及びカフェインの経細胞
輸送を検討した。P-gp の機能は，Tanigawara らの報告に従い，典型的基質
のジゴキシンの経細胞輸送から評価した (Tanigawara et al., 1992)。Culture 
insert の培地を除去後，0.1% DMSO を含有した HBSS を添加して 37°C で 1
時間プレインキュベートした。Apical 側  (100 μL) あるいは basal 側 
(600 μL) を，タクロリムス，ジゴキシン，マンニトールあるいはカフェイ
ンを含む培地に置換し，37°C で 40，80 あるいは 120 分インキュベートし
た。Apical 側及び basal 側から所定時間に培地を採取し，放射能濃度を測定
した。タクロリムスの経細胞輸送は，ジゴキシン，マンニトールあるいは
カフェインの経細胞輸送と同じ日に実施した。 
Papp (cm/s) は，以下の式に従って算出した。 
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Papp (cm/s) = [dQ/dt]/A/C0 
 dQ/dt： 膜透過量をインキュベーション時間で除して算出した透過
速度 (dpm/s) 
 A： Insert の膜表面積 (cm2) 
 C0： 化合物の donor compartment 中での初濃度 (dpm/mL) 
Papp ratio は，以下の式に従って算出した。 
 
Papp ratio = 
Basal-to-apical Papp (cm/s) 
Apical-to-basal Papp (cm/s) 
 
Corrected Papp ratio は，以下の式に従って算出した。 
 
Corrected Papp ratio = 
Papp ratio of the P-gp-expressing cells 
Papp ratio of the control cells 
 
III-2-10）ベラパミル (P-gp 阻害剤) によるタクロリムスの P-gp 輸送への影
響 
Culture insert の培地を除去した後，P-gp の阻害剤であるベラパミル 
(30 µM) を含む HBSS を添加して 37°C でインキュベートした。インキュベ
ーション時間は，タクロリムス輸送の線形性及びタクロリムスの安定性を
考慮し，1 時間とした。Apical 側あるいは basal 側に，ベラパミルを含むタ
クロリムス溶液を添加し，37°C で 1 時間インキュベートした後，反対側の
培地を採取して放射能濃度を測定した。Corrected Papp ratio は，III-2-9）の計
算方法に準じて算出した。  
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第 3 節 結果 
III-3-1）ヒト肝細胞におけるタクロリムスの取り込みの濃度依存性 
試験に用いる肝細胞の OATP1B1，OATP1B3 及び OCT1 の輸送活性を確
認するため，各典型的基質の取り込み量を検討した。[3H]E3S (OATP の典型
的基質) を 37ºC で 0.5 及び 2 分インキュベートしたときの取り込み量は，
各々18.3 及び 53.4 µL/mg protein であり，氷冷下で 0.5 及び 2 分における取
り込み量は，各々1.76 及び 3.88 µL/mg protein であった。[14C]MPP (OCT1 の
典型的基質) を 37ºC で 0.5 及び 2 分インキュベートしたときの取り込み量
は，それぞれ 4.98 及び 9.92 µL/mg protein であり，氷冷下で 0.5 及び 2 分に
おける取り込み量は，各々0.535 及び 0.658 µL/mg protein であった。本結果
から，各典型的基質の能動的取り込みが認められ，肝細胞における
OATP1B1，OATP1B3 及び OCT1 の輸送能に問題がないことが確認された。 
Figure III-3 に，タクロリムス濃度 0.8-17 μM (吸着を補正後の培地中濃度) 
におけるタクロリムスの肝取り込み速度を示した。タクロリムスの肝取り
込み速度は，最大濃度の 17 µM まで飽和傾向は認められなかった。 
 
III-3-2）トランスポーター阻害剤によるタクロリムスの肝取り込みへの影
響 
タクロリムスの肝取り込みにおけるリファンピシン (OATP1B1 及び
OATP1B3 阻害剤) 及びテラプレビル (OATP1B1, OATP1B3 及び OCT1 阻害
剤) の影響を検討した。Table III-1 に示す通り，阻害剤非共存下，リファン
ピシン及びテラプレビル共存下における肝取り込み速度は，各々82.1，115.7
及び 67.9 µL/min/mg protein であり，タクロリムスの肝取り込みに対する明
確な阻害は認められなかった。 
 
III-3-3）OATP1B1，OATP1B3 及び OCT1 発現細胞におけるタクロリムスの
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取り込み 
試験に用いる各トランスポーター発現細胞における能動輸送を確認す
るため，各典型的基質の取り込み量を検討した。OATP1B1 及び OATP1B3
の典型的基質である[3H]E217βG (50 nM) を，2 分インキュベート後の取り
込み量を検討したところ，各々147 及び 26.1 µL/mg protein であり，コント
ロール細胞における取り込み量 (1.19 µL/mg protein) より高値を示した。同
様に，OCT1 発現細胞についても能動輸送を典型的基質 ([14C]TEA, 5 µM) 
の取り込み量から検討し，インキュベーション時間 15 分における取り込み
量は 148 µL/mg protein であり，コントロール細胞における取り込み量 
(1.86 µL/mg protein) より高値を示した。これらの結果から，各発現細胞に
おける OATP1B1，OATP1B3 及び OCT1 の輸送能に問題がないことが確認
できた。 
Figure III-4 に示す通り，タクロリムスは，OATP1B1 発現細胞及びコント
ロール細胞に時間依存的に取り込まれた。インキュベーション時間 2 及び
10 分における OATP1B1 発現細胞への取り込み量は，コントロール細胞に
比べて，各々28%及び 17%高く，インキュベーション時間 2 分では統計学
的有意差 (p<0.05) が認められたが，10 分では有意な差は認められなかっ
た。一方，OATP1B3 及び OCT1 発現細胞及びそれらのコントロール細胞に
おいても，タクロリムスは時間依存的に取り込まれたが，発現細胞及びコ
ントロール細胞間で取り込み量に有意差は認められなかった。 
  
III-3-4）P-gp 発現細胞におけるタクロリムスの経細胞輸送 
経細胞輸送の評価系の妥当性は，対照化合物を用いて検討した。P-gp の
典型的基質であるジゴキシンについて，P-gp が関与する basal から apical 方
向の Papp を検討したところ，コントロール細胞ではその逆方向の 1.5 倍に
過ぎなかった。一方，P-gp 発現細胞では，basal から apical 方向の Papp はそ
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の逆方向の 11.7 倍であり，コントロール細胞より顕著に高値であった 
(Table III-2)。傍細胞輸送のマーカーであるマンニトールの P-gp 発現細胞に
おける透過性は低く，Papp は basal から apical 方向及びその逆方向ともに 
2×10–6 cm/s であり，コントロール細胞における Papp も両方向で低値 
(1×10– 6 cm/s) (Table III-3) であった。高細胞透過性のマーカーであるカフェ
インの P-gp 発現細胞及びコントロール細胞に対する透過性は高く，両細胞
ともに，basal から apical 及びその逆方向の Papp は約 40×10–6 cm/s であった 
(Table III-2)。これより，本評価系は P-gp の基質性評価に使用可能であると
考えられた。 
タクロリムスの膜透過量は，P-gp 発現細胞及びコントロール細胞におい
て，経時的に増加した (Figure III-5)。コントロール細胞においては，basal
から apical 方向の Papp は，タクロリムス濃度 1 及び 5 μM において，各々，
その逆方向の 1.3 倍から 1.4 倍に過ぎなかった (Table III-2)。一方，P-gp 発
現細胞においては，basal から apical 方向の Papp は，タクロリムス濃度 1 及
び 5 μM において，各々，その逆方向の 7.4 倍及び 3.4 倍であり，コントロ
ール細胞より高値を示した。タクロリムス濃度 5 μM では輸送の飽和が認
められ，タクロリムス濃度 1 及び 5 μM における corrected Papp ratio は，各々
5.3 及び 2.6 と算出された。 
 
III-3-5）ベラパミル (P-gp 阻害剤) によるタクロリムスの P-gp 輸送への影
響 
P-gp 発現細胞及びコントロール細胞におけるタクロリムスの経細胞輸
送に対するベラパミルの影響を検討した。Table III-3 に示した通り，ベラパ
ミル非共存下及び共存下における corrected Papp ratio は，各々6.9 及び 0.8 で
あり，ベラパミル添加によるタクロリムス輸送の阻害が認められた。 
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第 4 節 考察 
本章では，タクロリムスの血中からの消失クリアランスにおける “肝取
り込み律速” の有無を検討することを目的として，タクロリムスの肝取り
込みにおけるトランスポーターの寄与を，ヒト肝細胞及びトランスポータ
ー発現細胞を用いて検討した。初めに，タクロリムスの肝取り込みにおけ
る能動輸送及び受動拡散の寄与を評価するため，タクロリムスの肝取り込
みの濃度依存性を，ヒト肝細胞を用いて検討した。一般に，取り込み速度 
(v) と培地中濃度 (S) の関係は，以下の式で示される。 
 v ൌ 	 ୚ౣ౗౮	 ൈ	 ୗ୏ౣା	 ୗ ൅	 Pୢ ୧୤୤ ൈ S 
式中の Pdiff は受動拡散係数，Km はミカエリス係数及び Vmax は最大取り
込み速度を示す (Li et al., 2013)。タクロリムスは濃度依存的 (濃度範囲: 0.8-
17 µM) に取り込まれ，飽和性は認められなかった (Figure III-3)。このため，
上記式への同時当てはめによる各パラメータの算出はできなかった。タク
ロリムスの肝取り込みに対する，OATP1B1，OATP1B3 及び OCT1 阻害剤に
よる明確な影響は認められなかった (Table III-1)。さらに，OATP1B1，
OATP1B3 及び OCT1 発現細胞を用いて，タクロリムスの各トランスポータ
ーに対する基質性を検討した。Figure III-4(a)に示す通り，タクロリムスの
OATP1B1 発現細胞による取り込み量は，コントロール細胞より 17%-28%
高かった。FDA のガイダンスでは，発現細胞による取り込み量がコントロ
ール細胞の 2 倍を超える場合に，基質と判断される (US FDA, 2012)。
OATP1B1 発現細胞によるタクロリムスの取り込み量は，取り込み時間 2 分
においてはコントロール細胞に対して有意な取り込み (p<0.05) が認めら
れたが，基準値の 2 倍を下回った。OATP1B3 及び OCT1 発現細胞について
は，コントロール細胞に対してタクロリムスの有意な取り込みは認められ
なかった [Figure III-4(a, b)]。以上の結果から，タクロリムスは今回検討し
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た肝取り込みトランスポーターOATP1B1，OATP1B3 及び OCT1 の明確な
基質ではないと推察された。 
タクロリムスの肝取り込みについては，肝移植患者において OATP1B1 の
2 種類の遺伝子多型 (388A>G 及び 521T>C) が，タクロリムスのトラフ濃
度に影響したとする報告がある (Elens et al., 2007)。しかし，この報告では
同時に，この遺伝子多型間で肝臓内タクロリムス濃度に有意差がないこと
を報告している。OATP1B1 の遺伝子多型によるタクロリムスの薬物動態へ
の影響を検討した他の報告は現時点で不明である。一方，Boivin らは，腎
移植患者において，OATP1B3 の 2 種類の遺伝子多型 (T334G 及び G699A) 
によるタクロリムスのトラフ濃度に対する影響を報告している (Boivin et 
al., 2013)。この報告では，この遺伝子多型によるタクロリムスのトラフ濃
度に対する影響は，移植直後においてのみ認められ，移植 3 ヶ月後におい
ては認められなかった。従って，本章で検討した in vitro 試験結果は，これ
までに報告されている臨床結果と明確な矛盾はないと考えられ，これらの
肝取り込みトランスポーターによるタクロリムスの薬物動態への影響は限
定的であると推察された。 
一方，タクロリムスの血中濃度は，小腸に発現する P-gp によって影響を
受ける (Hashida et al., 2001; Masuda et al., 2006)。本章では，タクロリムスの
P-gp 輸送に対する併用薬による影響を検討するための in vitro 評価系を，
基質にタクロリムスを用いて構築した。タクロリムス輸送の corrected Papp 
ratio は，P-gp 阻害剤のベラパミルの非存在下及び存在下で 6.9 及び 0.8 で
あり，タクロリムス輸送に対する併用薬の影響を検討することが可能であ
ると考えられた。現在までに，P-gp を介する臨床 DDI の予測を in vitro 阻
害試験から適切に予測する方法は確立されていない (Lai et al., 2014) が，
本結果は，P-gp 阻害能を有する併用薬による，タクロリムスの薬物動態へ
の影響を考察する上で有用と考えられる。 
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前章で構築した DDI 予測法には，P-gp の寄与が含まれていない。今後，
P-gp を介する臨床 DDI の予測を，今回構築した P-gp 発現細胞を用いた in 
vitro 評価系から算出した IC50 値を用いて予測する方法が確立され，その方
法を組み入れることができれば，より精度の高い予測が可能になると考え
られる。 
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第 5 節 まとめ 
タクロリムスの肝取り込みにおけるトランスポーターの寄与を凍結ヒト
肝細胞及びトランスポーター (OATP1B1，OATP1B3 及び OCT1) 発現細胞
を用いて検討した。各トランスポーターに対するタクロリムスの明確な基
質性は認められなかった。従って，これらの肝取り込みトランスポーター
阻害剤によるタクロリムスの薬物動態への影響は限定的であると推察され
た。また，LLC-PK1-MDR1 細胞及びコントロール細胞を用いて，併用薬に
よるタクロリムスの P-gp 輸送への影響を検討する in vitro 評価系を，基質
にタクロリムスを用いて構築した。P-gp を介する明確なタクロリムスの輸
送が認められ，タクロリムス輸送に対する併用薬の影響を検討することが
可能であると考えられた。 
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Figure III-1. Chemical structure of [14C]tacrolimus 
*: Position labeled with 14C 
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Figure III-2. Schematic diagram of P-gp-expressing or control (wild type) cells 
P-gp is expressed on the apical membrane and transports substrates from the 
intracellular area into the apical chamber. Passive permeability at the apical and 
basal membrane consists of the influx and efflux process. 
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Figure III-3. Concentration-dependent uptake of [14C]tacrolimus into 
cryopreserved human hepatocytes 
Each value represents the mean ± SD of three determinations. 
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Figure III-4. Time-dependent uptake of [14C]tacrolimus (1 µM) into control 
and OATP1B1- and OATP1B3-expressing HEK293 cells (a) and that into 
control and OCT1-expressing HEK293 cells (b) 
Each value represents the mean ± SD of three determinations. *p<0.05 vs. control 
cells. 
  
(b) 
(a) 
* 
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Figure III-5. Transcellular transported amounts of [14C]tacrolimus (1 μM) 
across control (a) and P-gp-expressing cell monolayers (b)  
Each value represents the mean ± SD of three determinations. 
  
(b) 
(a) 
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Table III-1. Effect of transporter inhibitors on uptake of tacrolimus into 
cryopreserved human hepatocytes 
Compound Inhibitor 
Uptake rate 
(μL/min/mg 
protein) 
% of 
control 
[14C]Tacrolimus 
(1 µM) 
- 82.1±17.6 100 
Rifampicin (100 μM) 115.7±4.5 141 
Telaprevir (20 μM) 67.9±7.4 83 
Each value represents the mean ± SD of three determinations. 
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移植医療においては，免疫抑制剤自身の体内動態が変動し易いこと，並
びに臓器移植後は免疫抑制剤の体内動態に影響を与える薬剤と併用される
機会が多いことから，免疫抑制剤の移植患者における血中濃度は変動し易
いことが報告されている (Tsunoda and Aweeka，1996)。タクロリムスは，有
効血中濃度域が狭く，臓器移植後に血中濃度が過度に低下すると拒絶反応
が，過度に上昇すると腎障害等の副作用が引き起こされる (岩崎，1999)。
従って，併用薬の投与前にタクロリムスの血中濃度への影響を事前に予測
することは重要である。 
第 I 章では，タクロリムスの代謝に対する併用薬の影響を検討するため
の in vitro 評価系を構築した。本評価系では，タクロリムスの主代謝物 M-I
の生成を指標として代謝活性を検討した。ヒト肝ミクロソームとして，主
に Caucasian のドナー肝を用いて調製した肝ミクロソームを使用した。M-I
生成量における，ヒト肝ミクロソームの濃度依存性，基質濃度依存性及び
反応時間の影響を検討し，最適な条件下で M-I 生成の Km 及び Vmax を算出
した。Vmax を Kmで除して算出した肝固有クリアランス (CLint) から，well-
stirred 及び parallel-tube モデルを用いて肝クリアランス (CLh) を算出した
ところ，各々0.20-2.0 及び 0.20-2.1 mL/min/kg であった。タクロリムスを
Caucasian に静脈内投与したときの Fh値 0.96 [肝臓以外での代謝を受けない
と仮定 (Floren et al., 1997)] から，CLh を算出すると 0.92 mL/min/kg であっ
た。この値は，CLintから算出した CLh 値の範囲内であった。従って，本 in 
vitro 評価系は，併用薬によるタクロリムス代謝への影響を評価する上で有
用であると考えられた。 
第 II 章では，CYP3A 阻害能を有し，タクロリムスの血中濃度を上昇させ
ることが報告されている薬剤について，M-I 生成に対する阻害定数 [IC50 値 
(時間依存性阻害を示す薬剤の場合は，KI 及び kinact 値)] を，前章で確立し
た in vitro 評価系を用いて算出した。得られた阻害定数及び薬動力学パラメ
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ータを用いて，各薬剤併用時におけるタクロリムスのAUCp.o.変化率を static 
model から予測し，実測値と比較検討した。タクロリムスの Fa, Fg 及び
fm(CYP3A)値には，文献報告値のうち，Fa: 0.97, Fg: 0.27 及び fm(CYP3A): 0.8 の組
み合わせが最も良い予測性を示した。また，併用薬の濃度に，[I]max よりも
[I]inletを用いた場合の予測性が良好であった。これは，主要な相互作用部位
の肝臓における薬剤の非結合型濃度が，タクロリムスとの相互作用を検討
する上で適切であったためと推察された。また，タクロリムスと典型的基
質 (ミダゾラム及びテストステロン) を用いたときの，併用薬剤の IC50 値
を検討したところ，タクロリムスとミダゾラム間及びタクロリムスとテス
トステロン間で強い相関が認められた。そこで，基質にタクロリムス及び
典型的基質を用いた場合の阻害定数を用いて，併用薬剤によるタクロリム
スの AUCp.o.への影響の予測性を比較検討した。タクロリムスを基質に用い
た場合が最も予測性が良好であったが，典型的基質を用いた場合において
も，[I]inlet を用いた場合の予測性は比較的良好 (GMFE 値が 2 未満) であっ
たことから，簡易な DDI 予測には典型的基質を使用可能であると推察され
た。 
第 III 章では，タクロリムスの肝取り込みにおけるトランスポーターの寄
与をヒト肝細胞及びトランスポーター発現細胞を用いて検討した。タクロ
リムスの肝取り込みにおける肝取り込みトランスポーター (OATP1B1，
OATP1B3 及び OCT1) の明確な寄与は認められなかったことから，
OATP1B1，OATP1B3 及び OCT1 阻害剤によるタクロリムスの薬物動態へ
の影響は限定的であると考えられた。さらに，タクロリムスの P-gp 輸送に
対する併用薬剤による影響を検討するための in vitro 評価系を，基質にタク
ロリムスを用いて構築した。現在までに，P-gp を介する臨床 DDI の予測を
in vitro 阻害試験から適切に予測する方法は確立されていないが，本評価系
は，P-gp 阻害能を有する併用薬剤による，タクロリムスの薬物動態への影
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響を考察する上で有用と考えられた。 
本研究では，CYP3A 阻害能を有する併用薬剤によるタクロリムスの血中
濃度への影響を，in vitro 代謝阻害及び static model から予測する簡便な手法
を構築した。併用薬剤の阻害定数及び[I]inlet 算出に必要なパラメータ (血漿
中濃度及び薬動力学定数) は，文献などから入手する必要があるが，計算
において特別なソフトウェアは不要である。このため，医療現場において，
タクロリムスを服用中の患者におけるタクロリムスの血中濃度に対する併
用薬の影響を，併用薬の投薬前に検討するために役立つことが期待できる。
タクロリムスは安全域の狭い薬剤であり，経口投与時の血液中トラフ濃度
が 20 ng/mL を長期間超えた場合は副作用が発現しやすくなる (Package 
insert of Prograf® Granules 0.2 mg・1 mg)。本予測法は，CYP3A 阻害能を有す
る薬剤を併用するときの，タクロリムスによる副作用の回避に役立つこと
も期待される。一方，本予測法の課題として，P-gp の寄与が含まれていな
いことが挙げられる。P-gp は，小腸の粘膜の上皮細胞に存在する輸送担体
であり，吸収されたタクロリムスの一部を消化管腔側に排出し，タクロリ
ムスの吸収を制限していると考えられる。P-gp 阻害能を有する薬剤を併用
した場合，タクロリムスの吸収量が増加する可能性がある。第 II 章で検討
したタクロリムスの併用薬のうち，イトラコナゾール及びテラプレビルは，
P-gpの典型的基質であるジゴキシンの血中濃度を増加させることが報告さ
れている (Sachs et al., 1993; Package insert of TELAVIC®)。併用薬が CYP3A
及び P-gp 阻害能を有する場合は，DDI を過小評価する可能性が否定できな
い。今後，P-gp を介する臨床 DDI の予測を，今回構築した P-gp 発現細胞
を用いた in vitro 評価系を用いて算出した IC50 値から予測する方法が確立
され，その方法を組み入れることができれば，より精度の高い予測が可能
になると期待される。 
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